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研究成果の概要（和文）：Gefitinib 存在下における MTT アッセイでは、Gefitinib の濃度依存

性に細胞生存曲線が低下することが確認された。放射線照射と Gefitinib の併用による Colony 

forming アッセイを行ったが、Gefitinib による放射線照射との併用効果は明らかでなかった。

癌種による EGFR の発現に変化が大きいことが予想され、EGFR 発現ライブラリーの作成を行っ

た。EGFR は細胞腫により発現が大きく異なり、EGFR 阻害と DNA 二重鎖切断との関係の解明には

より複雑な実験系での検討が必要と考えられた。 

 
研究成果の概要（英文）：MTT assay revealed the cell toxicity dependent on the concentration 
of gefitinib. However, colony forming assay could not demonstrate the synergistic effect 
of gefitinib and ionizing irradiation. The expression of EGFR was quite differ between 
cell lines. To accurately and intensively explore the relation between EGFR and DNA breaks, 
highly sophisticated and complicated experimental condition is warranted. 
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１．研究開始当初の背景 
EGFR は上皮成長因子(EGF)のチロシンキナ

ーゼ型受容体で、細胞膜を貫通して存在する
膜タンパクである。細胞膜上にあるこの受容
体に EGF が結合すると受容体は活性化し、各
経路のシグナル伝達を介して細胞を分化、増
殖させる。EGFR のシグナル伝達経路として、
Ras/Raf/MAPK 経路、PI3K/Akt 経路、STAT 経
路等のいくつかの経路が示されている。これ
らのシグナル伝達の結果、癌細胞にはアポト
ーシスの抑制や、分化・増殖・浸潤が促進さ

れ化学療法や放射線治療に対する抵抗性が
獲得されると考えられる。多くの悪性腫瘍で
EGFR 過剰発現や構造異常が見られ、これらは
リガンドの結合がなくても活性化しており、
癌の分化・増殖・浸潤や治療抵抗性に関与し
ていることが示されている。 
  
 抗 EGFR 抗体や EGFR チロシンキナーゼ阻害
剤(EGFR-TKI)は癌細胞に強発現する EGFR を
阻害し、ガン細胞の分化・増殖・浸潤を抑え
ることにより抗腫瘍効果をもたらすと考え
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られている。臨床試験においても、EGFR が強
発現する癌腫においてこれら抗 EGFR 抗体や
EGFR-TKI による治療の有用性が報告されて
いる。 
抗 EGFR 抗体や EGFR-TKI は単独で使用した場
合の抗腫瘍効果は限定されているものの、頭
頸部癌等において放射線治療との併用で放
射線治療単独と比較してより高い抗腫瘍効
果が得られることが示されている。これは、
単に腫瘍に強発現した EGFR を阻害すること
により腫瘍の分化・増殖・浸潤を抑えるのみ
ならず、DNA 損傷修復の阻害等の機序により
放射線治療との相乗効果が得られている可
能性が考えられる。 
  
 一方、放射線治療は癌細胞の DNA に修復不
能な二重鎖切断を引き起こすことにより抗
腫瘍効果をもたらすと考えられている。放射
線によって引き起こされた DNA二重鎖切断は
全てが致死的となるわけではなく、細胞がも
つ DNA 二重鎖切断修復機能により多くの二重
鎖切断は修復されるものと考えられる。DNA
二重鎖切断の修復には、主に二つの経路が存
在すると考えられている。一つは非相同的末
端結合(non-homologous end joining: NHEJ)
と呼ばれ、切断された DNA 末端同士を結合す
る方法である。もう一つは、相同組換え
(homologous recombination: HR)と呼ばれる
もので、切断された DNA をもう一対の姉妹染
色体の正常な DNA を鋳型にしてコピーし、組
換えによって元に戻す方法である。これらの
DNA 二重鎖切断修復機構により放射線照射に
より引き起こされた DNA二重鎖切断の修復が
おこり、放射線治療に対する抵抗性が獲得さ
れるものと考えられている。 
 
 DNA 二重鎖切断には複数のタンパクが複雑
に関与しているが､これまでの in vitro の研
究において抗 EGFR 抗体や EGFR-TKI は NHEJ
の中心的役割を果たす DNA-PK の活性化を抑
制し、DNA 二重鎖切断修復能を低下させるこ
とが報告されている。この DNA 二重鎖切断修
復能の低下は EGFR の活性化から引き続く
PI3K/Akt 経路を抑制することにより DNA-PK
の活性を抑制することによるものと考えら
れているが､その詳細に関しては充分に解明
されておらず、また DNA 二重鎖切断修復のも
う一方の重要な経路である相同組換えとの
関係に関しても十分な研究はなされていな
い 
 
２．研究の目的 
本研究では、抗 EGFR 抗体・EGFR-TKI が DNA

二重鎖切断修復に対してどのように関与す
るかを明らかとすることを目的とする。抗
EGFR 抗体や EGFR-TKI はがん治療における重
要な位置を占めており、構造の異なる無数の

薬剤が利用もしくは臨床試験にて研究され
ている。いくつかの基礎的研究において抗
EGFR 抗体や EGFR-TKI が DNA 損傷修復を阻害
することが示されているが､放射線との併用
における増感作用の機序は未だ十分には理
解されていない。特に放射線照射による DNA
二重鎖切断修復との関連に関してはその分
子機序は不明の部分が多い。また、これらの
多くの抗 EGFR 抗体や EGFR-TKI は EGFR に対
する作用機序が微妙に異なり、シグナル伝達
の阻害のプロフィールにも差違が存在する
ことが示唆される。これらの薬剤を適正に組
み合わせることで、より効率的に EGFR およ
び下流のシグナル伝達を阻害し、放射線治療
との相乗効果を期待できる。抗 EGFR 抗体や
EGFR-TKIとDNA二重鎖切断修復との関係が明
らかになることにより、抗 EGFR 抗体・
EGFR-TKI 単独では充分な効果が得にくい癌
腫や放射線治療単独では充分な効果が得ら
れない癌腫においても、これらの組み合わせ
により効果的な放射線治療のストラテジー
を確立することが可能になるものと考えら
れ、より多くの癌腫で効率的な治療法の確立
に繋がることが期待される。 
 

３．研究の方法 

EGFR-TKI として Gefitinib を使用し、
Gefitinib 反応下による MTT アッセイを行っ
た。使用した細胞は結腸癌由来 HCT116 にお
いて p53 変異を有する HCT-/-、p53 ワイルド
タイプの HCT+/+、子宮癌由来の Hela 細胞を
利用した。Gefitinib の濃度を 0,1.5, 3.1, 
6.2, 12.5, 25, 50, 100uM とした。実験条件
は下記のとおり 
 
Day1 細胞を播種 
Day2 上記濃度の Gefitinib およびコント
ロールとなる DMSO を同濃度で作成し、培地
に添加 
Day3-4 37℃で Incubate 
Day5 3mg/ml MTT を添加し 2 時間 Incubate 
Micro plate reader (Bio Rad Model680) 
540nm にて吸光度測定 

 
 
放射線と Gefitinib の併用効果の観察のため
に Colony forming assay を行った。使用し
た細胞は上記 MTT アッセイと同様に HCT+/+
と Hela 細胞。実験条件は下記のとおり 
 
Day0 6cm ディッシュに細胞を播種し、コン
フルエントの状態まで培養 
Day1  0, 2.5, 5, 10uM に調整した試薬
(Gefitinib)を培地に添加し 24 時間培養 
Day2 0～8Gy の放射線照射し再播種 
Day3 培地交換 
Day15 固定・染色・細胞数カウント 



 

 

 
 
Histone H2X フォーカスに対する免疫蛍光染
色を用いて放射線照射後の DNA二重鎖切断の
観察を行った。使用した細胞は Hela および
HCT116-/-。 
チャンバースライドグラス上に細胞を播種
し、24 時間培養後に Gefitinib10uM を添加。
さらに 24 時間の培養後に放射線を 8Gy 照射
し 1次抗体を Histone H2X、2 次抗体 FITC を
用いて蛍光顕微鏡下で観察を行った。 
 
 
EGFR 発現ライブラリ作成を行った。使用した
細胞は下記の通り 

A431：ヒト上皮癌由来 
BxPC3：ヒト膵臓癌由来 
MIApaca2：ヒト膵臓癌由来 
Panc1：ヒト膵臓癌由来 
HeLa：ヒト子宮頸癌由来 
MCF7：ヒト乳癌由来 

免疫染色によって EGFR の発現パターンを確
認した。免疫染色の手技は下記のとおり 

• 細胞株を 12 ウェルに播き、80%コンフル
エントになるまで 37℃、5%CO2環境下で
培養した 

• 固定：4%PFA リン酸緩衝液 

• ペルオキシダーゼブロック： 

• 1 次抗体  rabbit anti-EGFR 

• 2 次抗体：DAKO anti-rabbit HRP K4003 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

４．研究成果 
MTT アッセイ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
HCT116-/-、HCT116+/+、Hela いずれの細胞株
においても Gefitinib の濃度依存性に細胞の
viability の低下を認めた。 
 
 
コロニーアッセイ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
HCT116+/+、HCT116-/-、Hela いずれの細胞株
においても Colony forming アッセイ上は放
射線照射と Gefitinib との明らかな相乗効果
を認めることが出来なかった。原因に関して
は現在検討をすすめているが、細胞腫による
EGFFR 発現の相違や、細胞の播種の状態、照
射と薬剤添加のタイミング等が関係してい
るものと想定さる。 
 
 
Histone H2X のフォーカス形成の観察を用い
た DNA 二 重 鎖 切 断 と修 復 に 関 し て は
Gefitinib の存在の有無による DNA 二重鎖切
断の発生および修復能に明らかな違いを観
察できなかった。コロニーアッセイと同様に
細胞腫による EGFFR 発現の相違や、照射と薬
剤添加のタイミング等が関係しているもの
と想定された。 
 
 
EGFR 発現ライブラリ 

4

A431 (x20) A431 (x40)

E
G

F
R
/
N

u
c
le

u
s

N
u
c
le

u
s

5

BxPC3 (x20) BxPC3 (x40)

E
G

F
R
/
N

u
c
le

u
s

N
u
c
le

u
s

6

MIApaca2 (x20) MIApaca2 (x40)

E
G

F
R
/
N

u
c
le

u
s

N
u
c
le

u
s

7

Panc1 (x20) Panc1 (x40)

E
G

F
R
/
N

u
c
le

u
s

N
u
c
le

u
s

8

HeLa (x20) HeLa (x40)

E
G

F
R
/
N

u
c
le

u
s

N
u
c
le

u
s



 

 

9

MCF7 (x20) MCF7 (x40)

E
G

F
R
/
N

u
c
le

u
s

N
u
c
le

u
s

 

17

細胞株 EGFRの発現 発現細胞の割合 発現強度 接着度

A431 yes +++++ ++++ +++++

BxPC3 yes ++ + +++++

MIApaca2 yes +++++ +++++ ++

Panc1 yes +++++ +++++ +

HeLa yes ++++ +++++ +++++

MCF7 yes +++ ++ +++++

 

細胞腫により EGFR の発現量は大きく異なる
ことが示された。EGFR の発現量と DNA 二重鎖
切断および修復との関係は細胞腫により大
きく異なることが示唆され、EGFR 阻害と DNA
二重鎖切断との関係の解明にはより複雑な
実験系での検討が必要と考えられた。 
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